
     2008, Vol. 29, No. 04 食品科学 ※基础研究114

壳寡糖对肠道致病菌抑制作用的研究
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摘   要：采用过氧化氢氧化法制备水溶性壳寡糖，采用Q TRAP LC/MS/MS System 测定壳寡糖的平均分子量，并

对4种肠道致病菌进行了抗菌实验，其抑菌率明显超过对照组，壳寡糖对大肠埃希氏菌和金黄色葡萄球菌的最低抑

制浓度为0.3%，对副伤寒甲沙门氏菌、宋内志贺菌的最低抑制浓度为0.1%，随着 壳寡糖质量浓度增加，抑菌作

用逐渐变强。结果证明，壳寡糖对肠道致病菌具有良好的抑制作用。
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Abstract ：Chitooligosaccharides were prepared by hydrogen peroxide method, with Q TRAP LC/MS/MS System to determine

chitooligosaccharides' average molecular weight and on the inhibitive effects of chitooligosaccharides on four species intestinal

causative microorganism were studied. The inhibitive function is obvious compared with the blank. The results showed that the

lowest concentration of chitooligosaccharides inhibiting Esaherichiacoli and Staphylococcusaureus is 0.3%, and the lowest

concentration of chitooligosaccharides inhibiting S.paratyphi A and Shigella-sonnei is 0.1%. With the increasing of concentration

of chitooligosaccharides, the inhibitive function is enhanced. The results showed that the chitooligosaccharides has good inhibitive

effect on intestinal causative microorganism.
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壳寡糖(chitooligosaccharides)是一类由N-乙酰氨基

葡萄糖或氨基葡萄糖通过β-1,4 糖苷键连接起来的低聚

合度水溶性的糖类。可由甲壳素或壳聚糖经酸水解或酶

水解而制得。壳寡糖不仅具有重要的生理活性，而且

还有许多独特的功能性质，在食品、医药、农业、化

妆品等领域显示了广阔的应用前景。在食品工业中，壳

聚糖的抗菌作用已受到关注[1-4]。防腐保鲜是食品加工的

关键问题之一，在食品中添加防腐剂是一种延长保存期

的重要措施。现有防腐剂还不能满足食品工业迅速发展

的需要，因而研究壳寡糖的抗菌作用，对开发天然食

品防腐剂提高食品质量具有重要的现实意义。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

以浙江玉环县泰和海化有限公司的甲壳质为原料，

采用浓碱水解法[4]制得脱乙酰度为 92% 的壳聚糖。

大肠埃希氏菌 (Esaherichiacoli) ATCC25922、金黄

色葡萄球菌(Staphylococcusau-reus)ATCC25923、副伤

寒甲沙门氏菌(S.paratyphi A) ATCC2005、宋内志贺菌

(Shigella- sonnei) ATCC01-7    黑龙江省临床检测中心。

Agilent 8453紫外-可见分光光度计      安捷伦公司；

LGJ-1干燥机      上海医用分析仪器厂；Q TRAP LC/MS/

MS System      美国Applied Biosystems公司。
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1.2 方法

1.2.1 壳寡糖的制备

称取3g 壳聚糖，溶于50ml1% 的冰乙酸溶液中，充

分溶解以后，加入9ml 过氧化氢，在80℃条件下水浴反

应 3h，1%  N a O H 中和后，水解液抽滤，滤液在 60℃

浓缩至20ml左右，加入体积比为10:1左右的无水乙醇来

沉淀水溶性壳聚糖，3000r/min 离心，真空干燥后可得

淡黄色水溶性壳寡糖。

1.2.2 质谱法测定壳寡糖相对分子量

以乙腈:10mmol/L的乙酸胺1:1(V/V)为流动相，采用

LC/MS/MS System 直接测定分子量。

1.2.3 壳寡糖对肠道致病微生物抑制作用的研究[5]

1.2.3.1 致病菌悬液的制备

无菌条件下挑取活化好的致病菌：大肠埃希氏菌、

副伤寒甲沙门氏菌、宋内志贺菌和金黄色葡萄球菌接至

普通肉汤蛋白胨试管中，37℃恒温培养 18h，使菌浓度

达到108CFU/ml 左右备用。

1.2.3.2 壳寡糖对肠道致病微生物抑制作用的测定

配制普通肉汤蛋白胨液体培养基，每个三角瓶分

装 100ml，121℃灭菌后，加入壳寡糖使其浓度分别为

0.05%、0.1%、0.3%、0.5%，然后在无菌条件下分别

接入大肠埃希氏菌、副伤寒甲沙门氏菌、宋内志贺菌

和金黄色葡萄球菌 1ml，以不加壳寡糖的普通肉汤蛋白

胨液体培养基为对照液，在 3 7 ℃下培养，每隔 4 h 在

640nm 下测定吸光度，监测 48h，测定不同浓度壳寡糖

分别对四种致病菌的抑制性。

2 结果与分析

2.1 壳寡糖相对分子量的确定

采用LC/MS/MS 直接进样，测得水解产物分子量结

果见图 1。从图 1 可以看出，壳聚糖水解物的平均分子

量为 6 0 9 ，属壳寡糖。

2.2 壳寡糖对肠道致病微生物抑制作用

2.2.1 壳寡糖对大肠埃希氏菌的抑制性

由图 2 可以看出，与对照样相比，壳寡糖浓度为

0.05% 时，在 24h 以内大肠埃希氏菌明显受到了抑制，

24h 以后与对照组的生长趋势基本一致；壳寡糖浓度为

0.1% 时，大肠埃希氏菌 8h 以后开始生长，24h 以后与

对照组的生长趋势基本一致；0.3%和 0.5% 组中在48h内

大肠埃希氏菌都没有生长。由此可见0.3% 的壳寡糖足

以抑制大肠埃希氏菌的生长。

2.2.2 壳寡糖对副伤寒甲沙门氏菌的抑制性

由图 3 可看出，壳寡糖的浓度为 0.1 %、0. 3 % 和

0.5% 时副伤寒甲沙门氏菌在48h 内都没有生长趋势，而

图1   水解产物质谱图

Fig.1    MS spectra of hydrolysate of chitosan

A.空白的液相图；B.空白的质谱图；C.样品质谱图。

浓度为0.05%时沙门氏菌在24h时才开始有微弱的生长趋

图3   不同浓度壳寡糖对副伤寒甲沙门氏菌的抑制

Fig.3      Inhibitory effect of different concentrations
chitooligosaccharide on Salmonell

1.4

1.2

1

0.8

0.6

0.4

0.2

0
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52

对照

0.05

0.1

0.3

0.5

A
6
4
0

时间(h)

图2    不同浓度壳寡糖对大肠埃希氏菌的抑制

Fig.2     Inhibitory effect of different concentrations
chitooligosaccharide on Escherichia coli
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势，但与对照组相比，生长受到了明显的抑制。由此

可见，壳寡糖对副伤寒甲沙门氏菌的抑制性较强，0.1%

的浓度足以抑制其生长。

2.2.3 壳寡糖对宋内志贺菌的抑制性

综上所述，平均分子量为609 的壳寡糖对大肠埃希

氏菌和金黄色葡萄球菌的最低抑制浓度为0.3%，对副伤

寒甲沙门氏菌、宋内志贺菌的最低抑制浓度为0.1%，此

结果证明壳寡糖对肠道致病菌具有良好的抑制作用。
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由图4可看出，壳寡糖的浓度为0.1%、0.3% 和0.5%

时宋内志贺菌在48h内都没有生长趋势，而浓度为0.05%

时沙门氏菌在12h 时才开始有微弱的生长趋势，但与对

照组的生长趋势基本一致。由此可见，壳寡糖对宋内志

贺菌的抑制性较强，0 . 1 % 的浓度足以抑制其生长。

2.2.4 壳寡糖对金黄色葡萄球菌的抑制性

从图 5 可以看出，壳寡糖浓度为 0. 0 5 % 时，金黄

色葡萄球菌 12h 后开始生长，24h 以后与对照组的生长

趋势基本一致；壳寡糖浓度为 0.1% 时，金黄色葡萄球

菌 24h 以后开始生长，但是与对照组相比生长趋势受到

了明显的抑制；0.3% 和 0.5% 组中在 48h 内金黄色葡萄

球菌都没有生长。由此可见，0.3% 的壳寡糖足以抑制

金黄色葡萄球菌的生长。

图5   不同浓度壳寡糖对金黄色葡萄球菌的抑制

Fig.5     Inhibitory effect of different concentrations
chitooligosaccharide on Staphylococcus aureus
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图4   不同浓度壳寡糖对宋内志贺氏菌的抑制

Fig.4    Inhibitory effect of different concentrations
chitooligosaccharide on Shigellosis
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